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Resumen 
La existencia del mecanismo de imprinting en pez cebra puede ser útil para 
estudiar el papel que cumple este mismo fenómeno en mamíferos. Para intentar 
averiguar cómo tiene lugar el imprinting en pez cebra, se han construido larvas 
haploides ginogenotas y androgenotas. Las larvas haploides ginogenotas se produjeron 
por fertilización de ovocitos con espermatozoides radiados con luz UV, y las larvas 
haploides androgenotas por fertilización de ovocitos radiados con luz UV con 
espermatozoides sin radiar. La radiación UV no es eficaz en la inactivación del material 
genético materno, de ahí que se obtuviera un mayor porcentaje de larvas haploides 
ginogenotas que androgenotas. Se observó una mayor tasa de desarrollo hasta larva 
de 24 horas en androgenotas, que indicaría de un lado que la radiación UV del oocito 
solo afecta a la cromatina nuclear pero no a la organización ooplasmática y, de otro, 
que el material genético paterno es más importante en las primeras etapas del 
desarrollo embrionario que el genoma materno o bien que la activación mediante el 
espermatozoide radiado previamente no es totalmente eficiente. Las larvas haploides 
sobrevivieron, en algunos casos, hasta 11-16 días. Este hecho es de gran relevancia, ya 
que hasta ahora solo se habían observado supervivencias máximas de hasta 5 días. El 
uso de los cultivos celulares derivados de tales larvas en experimentos de transplante 
nuclear de células somáticas, permitirá evaluar mejor la capacidad del ovocito para 
reprogramar el núcleo de células somáticas haploides procedentes de larvas ya 










The existence of the imprinting mechanism in zebrafish can be useful for 
studying the role of this phenomenon in mammals. To try to investigate how 
imprinting occurs in zebrafish, we have been constructed androgenetic and 
ginogenetic haploid larvae. Ginogenetic haploid larvae were produced by fertilizing 
eggs with sperm irradiated by ultraviolet light, and the androgenotic haploid larvae by 
fertilization eggs irradiated by ultraviolet light by sperm without irradiate. Ultraviolet 
radiation is not effective in the inactivation of the maternal genetic material, hence to 
obtain a higher percentage of ginogenetic haploid larvae than androgenotic. There was 
a higher rate of development to larvae of 24 hours in androgenetic, indicating in one 
hand that the ultraviolet radiation of the oocyte only affects the nuclear chromatin 
organization but not affects the ooplasmatic one and, in the other hand, that the 
paternal genetic material is more important in the early stages of embryonic 
development than the maternal genome or that the activation by previously irradiated 
sperm is not totally efficient. Haploid larvae survived, in some cases, up to 11-16 days. 
This is very important because until our studies it hadn’t been observed survival up to 
5 days. The use of cell cultures derived from these larvae in somatic cell nuclear 
transplantation will allow us to evaluate better the ability of the oocyte to reprogram 
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1.1. Características biológicas del pez cebra                                
 
1.1.1. Características generales 
 
El pez cebra, perteneciente al género Brachydanio (Fam. Cyprinidae), es un pez 
tropical de agua dulce originario del sudeste asiático (India, Pakistán, Bhután, 
Bangladesh, Nepal y Birmania) (Menon, 1999; Westerfield, 2000; Bhat,  2003). En 
general, los peces cebra prefieren las aguas en calma o con bajo movimiento, 
ligeramente alcalinas (pH ≈ 8.0) y con alta transparencia (~ > 35 cm) (McClure, 2006; 
Spence, 2006). 
Esta especie es de pequeño tamaño, variando entre 4 y 6 cm su longitud y entre 
2 y 3 gramos su peso. Presentan un color de fondo dorado o plateado, con cinco 
bandas longitudinales que comienzan detrás del opérculo y llegan hasta el extremo de 
la aleta caudal, dándole un aspecto cebrado que le otorga su nombre común. La aleta 
anal también está rayada pero no la dorsal. La vida media de estos animales es de 2 a 3 
años (Moody, 1999).  
Presentan dimorfismo sexual (Figura 1), siendo la hembra más robusta que el 
macho, con el vientre más voluminoso (en edad fértil) y de color plateado. El macho es 
más estilizado y su vientre presenta una tonalidad más amarillenta. Cuando la hembra 
está cargada de huevos se hace más evidente el dimorfismo sexual. 
 
 
Figura 1. Dimorfismo sexual en pez cebra. En la parte superior de la imagen se observa 




1.1.2. Ciclo biológico 
 
El pez cebra es de reproducción ovípara, presentando un rápido desarrollo 
embrionario. Alrededor de 24 horas después de la fecundación, los órganos más 
importantes están ya formados en la larva y durante el tercer día se produce la 
eclosión. La eclosión se debe a la acción de una enzima (ZHE1) que es expresada en las 
células de las glándulas de eclosión localizadas en el vitelo de embriones de 24 horas 
(Sano et al., 2008). Esta enzima es una metaloproteasa que cataliza la digestión del 
corion (Okada et al., 2009) (Figura 2). Las larvas no requieren alimento hasta después 
del quinto día de vida, ya que durante este tiempo se nutren del vitelo. Tras la 
reabsorción del vitelo, aproximadamente 2 días después de la eclosión, las larvas 
comienzan ya a ingerir alimento.  
 
 
Figura 2. Localización de la glándula de eclosión en larvas de 24 horas (Thisse et al., 
2001). 
 
Alcanzan la madurez sexual a los 3-4 meses aunque la producción máxima de 
huevos se da a los 7-18 meses de edad. El ciclo sexual de la hembra está sujeto a un 
ritmo circadiano. La freza se produce una hora después del amanecer, natural o 
artificial, y los huevos son fertilizados externamente en los siguientes 10-15 minutos. 
Tras manifestar comportamiento sexual, la probabilidad de puesta por pareja 
individual es del 50 %. Las hembras pueden ovular y frezar entre 50 y 100 oocitos por 
semana. La reproducción está influenciada por las condiciones ambientales y el estado 




1.1.3. Freza  y fecundación 
 
En el proceso de fertilización, el espermatozoide solo puede atravesar el corion 
y fusionarse con el oocito a través del micropilo (Wolenski y Hart, 1987), que en el caso 
del pez cebra es difícil de visualizar (Poleo et al., 2001). La región del micropilo consta 
de 7-10 ranuras y crestas que desembocan directamente en una especie de vestíbulo 
central, único lugar por el que el espermatozoide puede entrar en contacto con el 
oocito subyacente (Figura 3). Tras la penetración del espermatozoide, el micropilo se 
sella y se produce una aglutinación espermática a lo largo de las ranuras. 
 
Figura 3. Imagen de la región micropilar de un ovocito no fertilizado. 
 
Cuando la hembra freza los oocitos, el vitelo y el citoplasma se hallan 
mezclados, estando el huevo cubierto por el corion transparente. Al entrar en contacto 
con el agua, el oocito se activa (Hart y Fluck, 1995; Sakai et al., 1997) y se produce una 
segregación, de forma que se diferencian el polo animal y el vegetativo (Lee et al., 
1999). Existe una asociación entre el punto de entrada del esperma y el lugar de 
formación del polo animal (Amanze e Iyengar, 1990). En este punto se encuentra la 
placa metafásica.  
 
1.1.4. Activación oocitaria 
 
En el pez cebra, como en la gran mayoría de especies animales, el proceso de 
activación oocitaria se inicia por el aumento transitorio de calcio libre 
intracitoplasmático provocado por el contacto con el agua y que se completa con la 
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penetración espermática. Se genera así una única oleada de calcio que atraviesa el 
oocito a una velocidad de 9 µm/s. La onda se inicia en el polo animal, en la región del 
micropilo y se propaga a través del vitelo hasta llegar al extremo opuesto, en el polo 
vegetal (Lee et al., 1999). Como ya se ha dicho, la exposición al agua dulce supone el 
inicio de la activación del ovocito, pero ésta resulta incompleta en ausencia de 
espermatozoide, por lo que no se sigue con la primera división de segmentación (Sakai 
et al., 1997), no dando lugar a desarrollo partenogenético alguno. 
 
1.1.5. Desarrollo embrionario 
 
Kimmel et al. (1995) han establecido la secuencia de estadios del desarrollo 
embrionario característico de los peces teleósteos: 
 
1) El estadio de zigoto comienza con la fertilización, que desencadena los 
primeros movimientos citoplásmicos responsables de la división asimétrica del 
citoplasma, con la expulsión del segundo corpúsculo polar y las primeras divisiones 
de segmentación, que afectan solo a la región del polo animal. Las seis primeras 
divisiones (Figura 4) son incompletas y totalmente pautadas, alternando divisiones 
perpendiculares y paralelas al eje longitudinal, que se producen a intervalos de 15 
minutos (estadio de división). Como consecuencia de ello, la forma del blastocisto 





Figura 4. Fotografías de las cinco primeras divisiones en huevos de pez cebra. (A) 
Estadio de una célula. (B) Estadio de 2 células. (C) Estadio de 4 células. (D) Estadio de 8 
células. (E) Estadio de 32 células. (F) Estadio de 64 células (Beams y Kessel, 1976). 
 
2) Cuando el embrión está compuesto por 64 células se inicia el estadio de 
blástula. Durante este periodo el embrión entra en la transición a media blástula 
(MBT: Mid Blastula Transition), se originan las tres linajes celulares (capa de yema 








Figura 5. Embrión de pez en estadio MBT. Obsérvense los tres linajes celulares: EVL, 
YSL y DL (Gilbert, 2000). 
 
En la etapa de blástula temprana, el polo animal sigue teniendo aspecto 
elipsoidal, las células continúan dividiéndose pero de forma metasincrónica, es 
decir, no totalmente síncronas pero sí agrupadas en oleadas de divisiones 
correspondientes a cada ciclo de división, y perdiendo así su disposición regular. El 
alargamiento del ciclo celular marca el comienzo de la MBT (Kane y Kimmel, 1993) 
que tiene lugar hacia la décima división celular y que se corresponde con el estado 
de 512 células (Newport y Kirshner, 1982a, 1982b).  
Una vez ha comenzado la MBT, las células de la capa profunda del polo 
animal empiezan a adquirir movilidad durante su larga interfase y además se activa 
la transcripción en ellas. Estas dos características son esenciales para el proceso 
posterior de gastrulación (Kane y Kimmel, 1993). 
La YSL se forma en el noveno o décimo ciclo celular, cuando las células del 
polo vegetal del blastodermo se asocian con las células de la base del vitelo, 
produciéndose  un anillo de núcleos justo debajo del blastodermo. Una parte de la 
YSL se extenderá hacia la zona inferior del polo animal formando la capa sincitial 
interna (I-YSL: internal syncytial layer) que desempeñará una función nutritiva. El 
resto de la YSL forma la capa sincitial externa (E-YSL: external syncytial layer), que 




3) El estadio de gástrula se caracteriza por la formación de las capas 
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo) y por la determinación del 
mapa de territorios presuntivos, estadio que coincide con el 50 % de la epibolia. 
Las células de la capa profunda se mueven hacia el exterior para intercalarse con 
las células más superficiales (Warga y Kimmel, 1990). Posteriormente, estas células 
migran hacia la superficie del huevo para envolverlo por completo. Durante la 
migración, uno de los lados del blastodermo se vuelve notablemente más grueso 
que el otro (Figura 6).  
 
 
Figura 6. Embrión de pez al final del estadio de gastrulación. Obsérvese el 
engrosamiento del blastodermo en la parte inferior del embrión (Gilbert, 2000). 
 
4) Seguidamente, comienza el estadio de segmentación que se caracteriza por 
la formación de pares de somites a intervalos de tiempo regulares. Esta etapa 
finaliza alrededor de las 24 horas de desarrollo y a partir de aquí comienza el 
estadio de paraangula, en el que tiene lugar la organogénesis. Durante el tercer 
día, los embriones eclosionan, pero la larva aún no está completamente 
desarrollada. El sistema digestivo es el último en formarse y hasta el cuarto o 












Ya en los años treinta, Jane Oppenheimer (1936) y otros propusieron el pez 
cebra como un sistema muy adecuado en embriología experimental. Posteriormente, 
en los años setenta, George Streisinger y sus colaboradores comenzaron a explotar a 
esta especie, debido a su corto intervalo generacional y elevada fecundidad, para 
convertirla en un modelo genético excelente para el estudio del desarrollo de los 
vertebrados y de su comportamiento. Es exactamente la combinación de estos dos 
hechos, su valor en embriología experimental y, al mismo tiempo, en estudios 
genéticos, lo que ha sido determinante para que en la última década el pez cebra se 
haya convertido en el sistema animal de elección para cientos de investigaciones en 
todo el mundo y en uno de los vertebrados mejor conocidos en términos de desarrollo. 
Los investigadores de instituciones académicas y las compañías farmacéuticas 
ven al pez cebra como una nueva y poderosa herramienta en la investigación y en el 
desarrollo de nuevos fármacos, al permitir acelerar el análisis de los procesos 
biológicos implicados. 
De hecho, el pez cebra posee muchas características que lo convierten en un 
modelo de gran utilidad: Los adultos son relativamente pequeños (sólo 3.4 cm de 
largo), baratos, con un alojamiento fácil y se pueden mantener en grandes cantidades. 
El pez cebra puede mantenerse fácilmente bajo condiciones controladas de 
laboratorio, cada pareja suele producir varias decenas de huevos por apareamiento. La 
fecundación y posterior desarrollo embrionario, son externos y se producen 
síncronamente en grandes grupos. Los embriones son relativamente grandes y 
transparentes, lo que permite que su desarrollo pueda ser observado fácilmente a 
través del corion transparente. Se desarrollan rápidamente: en un día, un embrión ya 
presenta todos los tejidos principales, e incluso los esbozos de muchos órganos, tales 
como el corazón (que presenta latido, con la consiguiente circulación sanguínea), el 
sistema nervioso, los ojos y los opérculos, todo lo cual puede observarse fácilmente 
con un simple microscopio de disección. Cinco días después de la fecundación (DPF), la 
larva del pez cebra ha formado la mayoría de los órganos internos como el hígado, 
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páncreas y una red vascular compleja. En comparación con los vertebrados superiores, 
los órganos en el pez cebra son un modo de versión minimalista, utilizando muchas 
menos células para completar una función equivalente en el organismo. 
Otra de las ventajas cruciales del pez cebra reside en su utilidad para la 
identificación de genes por mutaciones inducidas. De hecho, presenta un número de 
características únicas que facilitan el análisis genético, la consanguinidad y la 
conservación de stocks. Comparado con otros vertebrados, el intervalo generacional 
de 3-7 meses no es particularmente corto, sin embargo el elevado número de crías 
facilita mucho los análisis genéticos. 
Teniendo en cuenta todos estos atributos, los experimentos en pez cebra son 
significativamente más fáciles, más rápidos y más baratos que en ratón, que es 
actualmente uno de los modelos de vertebrados principal en el desarrollo de nuevos 
fármacos. Por último señalar que, pese a la distancia evolutiva, los ensayos en pez 
cebra permiten la mejor comprensión de muchas patologías humanas y sus 
tratamientos. 
Entre las desventajas del modelo de pez cebra destacan: la falta de anticuerpos 
contra las proteínas de superficie, la dificultad (que no imposibilidad) del 
establecimiento de ciertos cultivos celulares (células madre embrionarias 
pluripotentes, células neuronales, células tumorales, células hematopoyéticas, células 
del sistema inmune, etc) y la falta de tecnología knockout convencional (Meeker y 
Trede, 2008).  
 
1.2.2. Principales ámbitos científicos de aplicación del pez cebra 
 
Debido a los problemas físicos y éticos derivados de la realización de 
experimentos en seres humanos, la investigación utiliza fundamentalmente modelos 
animales para estudiar los procesos biológicos conservados entre los seres humanos y 
los vertebrados inferiores. Los modelos de vertebrados superiores más comúnmente 
utilizados son rata y ratón. Estos animales ofrecen muchas ventajas con respecto a 
otros animales de experimentación. Entre éstas destacan su pequeño tamaño (facilita 
su cuidado), su corto intervalo generacional, su similitud fisiológica y molecular con los 
humanos, su genoma ya secuenciado, la posibilidad de manipulación y análisis 
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genético y su larga historia de uso en investigación científica. Aunque estos modelos 
tienen ventajas significativas, en ocasiones son caros de mantener, difíciles de 
manipular embrionariamente, además, pueden presentar limitaciones para estudios 
genéticos a gran escala. Así, y con sus especiales carácterísticas, el pez cebra, Danio 
rerio, se ha convertido en los últimos años en un modelo de vertebrados popular en las 
diferentes áreas de investigación como la biología del desarrollo, genética, 




En la investigación biomédica, los modelos animales sirven para el estudio 
fundamental de sistemas biológicos y de enfermedades que no pueden ser estudiados 
directamente en seres humanos (Wall y Shani, 2008). El pez cebra nos ayuda a 
comprender que factores están relacionados con la salud humana, ya que nos 
proporciona una herramienta efectiva basada en ensayos con células y organismos 
enteros  (Brittijn et al., 2009). En este contexto, el pez cebra ha sido utilizado en 
investigaciones relacionadas con: 
a) Los procesos inflamatorios y de cicatrización (Martin y Feng, 2009). 
b) Los procesos infectivos, principalmente por su excelente accesibilidad óptica en 
los estadios embrionario y larvario, cuando el sistema inmune innato es ya efectivo 
(van der Sar et al., 2004; Levraud et al., 2009) e incluso, en el pez cebra adulto para 
analizar múltiples enfermedades (Phelps et al., 2009), o las interacciones entre las 
células del huésped y las bacterias (Brugman et al., 2009).  
c) La comprensión de enfermedades neurodegenerativas (Panula et al., 2006; 
Senut et al., 2009). 
d) El desarrollo esquelético y del cartílago (Chen et al., 2009; Witten y Huysseune, 
2009). 
e) Angiogénesis, vascularización (Montero-Balaguer et al., 2009; 
cardiovascularización Santoro et al., 2009). 




g) Los mecanismos de envejecimiento, para desarrollar estrategias preventivas y 
terapéuticas para un envejecimiento saludable (Gerhard, 2003; Kishi et al., 2009). 
h)  La comprensión de los desordenes de estrés y de los trastornos de ansiedad en 
los seres humanos (Egan et al., 2009). 
 
Para comprender como se desarrollan muchas de estas enfermedades, se están 
desarrollando líneas (estirpes) de mutantes (Talbot y Hopkins, 2000), y poniendo a 
puntos técnicas tales como genes knockdown con el uso de morfolinos (Nasevicius y 
Ekker, 2000), o más recientemente con el uso de nucleasas de “dedos de zinc” 




El pez cebra como modelo animal para estudio in vivo del cáncer permite seguir 
a tiempo real la invasión de embriones, la circulación de células tumorales en los vasos 
sanguíneos, la migración y la formación de micrometástasis. Es por ello, que se ha 
utilizado para el análisis rápido de la invasión y el comportamiento metastásico de 
tumores humanos (Marques et al., 2009), leucemias (Payne y Look, 2009) y, para 
desarrollar estrategias que inhiban el desarrollo de tumores (por ejemplo: controlando 
la angiogénesis tumoral, Harfouche et al., 2009). 
 
1.2.2.3. Medicina regenerativa 
 
La medicina regenerativa es otro área de investigación de gran interés. En este 
sentido, es importante comprender como se establecen las células madre, sus 
propiedades de auto-renovación, y su reclutamiento para producir nuevas células 
(Hultman et al., 2009). Dentro de esta área el pez cebra constituye un buen modelo 
para el estudio de la regeneración de muchos órganos (Moss et al., 2009). Destacan los 
estudios sobre la enfermedad de atrofia muscular espinal (Boon et al., 2009), y los 
estudios sobre los mecanismos de regeneración de ciertos órganos, como el hígado 
(Kan et al., 2009), las células beta pancreáticas en peces cebra adultos (Moss et al., 
12 
 
2009), la retina (Fadool y Dowling, 2008; Battista et al., 2009) y las células ciliadas del 
oído interno (Liang y Burgess, 2009). 
 
1.2.2.4. Desarrollo de nuevos productos químicos para biomedicina 
 
Vinculado a la biomedicina, se encuentra el estudio y el desarrollo de productos 
químicos con aplicaciones biomédicas, como son la administración de fármacos a 
células seleccionadas y la bioimagen (Nelson et al., 2009). El objetivo de estos estudios 
es mejorar la eficacia y tolerancia de la terapia contra el cáncer y el desarrollo de 




El pez cebra se utiliza en estudios de toxicología desde 1950 (Carvan et al., 
2007). Entre sus aplicaciones en este campo destacan el análisis de los efectos de 
residuos tóxicos y contaminantes en el medio ambiente y la creación de bioindicadores 
que emiten una señal cuando detectan un compuesto tóxico (Aleström et al., 2006). 
Los embriones de pez cebra también suponen una alternativa fiable en los estudios de 
toxicidad, cuyo objetivo es predecir los efectos de ciertos compuestos químicos en los 
mamíferos (por ejemplo: distinguir compuestos teratógenos de no teratógenos, 
Selderslaghs et al., 2009) y permitir la detección rápida de compuestos neurotóxicos 
(Fan et al., 2010).  
 
1.3. Una aplicación científica muy especial: obtención de haploides 
 
1.3.1. Utilización de haploides 
 
Los organismos haploides son aquellos que contienen tan solo una copia de 
cada cromosoma (un solo juego de cromosomas).  
Una de las razones que han favorecido el crecimiento del pez cebra como 
modelo vertebrado en sistemas genéticos es la habilidad para generar embriones 
haploides. La herencia uniparental ayuda a superar un problema importante en el 
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análisis genético diploide, incluyendo la búsqueda de mutaciones (Mullins y Nüsslein-
Volhard, 1993) y el mapeo genético (Postlethwait et al., 1994), donde los rasgos son a 
menudo enmascarados o confundidos por la contribución del segundo parental. Sin 
embargo,  la limitación principal de las larvas haploides es la muerte durante el 
desarrollo debido a las anormalidades que presentan (Henion et al., 1996; Streisinger 
et al., 1981; Streisinger  et al., 1986; Walker y Streisinger, 1986). En algunos casos, la 
obtención de partenogenotas diploidizados ayuda a superar algunas de tales 
limitaciones (Nüsslein-Volhard y Dahm, 2002).   
Los embriones uniparentales, como los partenotas o androgenotas, han sido 
utilizados para el estudio de los procesos de impronta  así como el papel que juega el 
genoma paterno durante el desarrollo temprano (Latham et al., 2000; Latham et al., 
2002). Los haploides ginogenotas han sido usados en mapeo genético (Postlethwait et 
al., 1994) y en la búsqueda de mutantes por morfología (Mullins y Nüsslein-Volhard, 
1993) o por PCR (Fritz et al., 1996). Sin embargo, la producción de ginogenotas no es 
siempre factible. La producción rutinaria de haploides androgenotas podría ser 
utilizada para la búsqueda e identificación de machos portadores de mutaciones 
recesivas. 
 
1.3.2. Tipos de organismos haploides (ginogenotas y androgenotas) 
 
Hay dos tipos de herencia uniparental: la ginogénesis, en la que el embrión 
hereda todos los cromosomas sólo de la madre, y la androgénesis, en la que el 
embrión hereda todos los cromosomas sólo del padre. Describiendo mejor los 
conceptos anteriores, la ginogénesis es un mecanismo reproductivo que puede darse 
de forma natural y artificial, por medio del cual la información genética contenida en el 
óvulo es activada para el desarrollo de un nuevo individuo por medio de un 
espermatozoide que no contribuye con su información genética al desarrollo del 
organismo (Purdom, 1969; Nagy, 1987; Carter et al., 1991), mientras que la 
androgénesis es el mecanismo mediante el cual se desarrolla un embrión a partir del 
material genético del espermatozoide y en donde el óvulo solo contribuye 





En pez cebra, los individuos generados por estos mecanismos son haploides 
(aunque pueden ser diploidizados) y dicha condición supone que no sobrevivan más 
allá del desarrollo embrionario o larvario temprano (Mair et al., 1986; Mair, 1993).  
 
1.3.3. Técnicas de obtención de organismos haploides 
 
Como se ha descrito en el apartado anterior, para la generación de individuos 
ginogenotas y androgentas es indispensable la inactivación del material genético de los 
espermatozoides y ovocitos, respectivamente. Este proceso puede llevarse a cabo 
artificialmente mediante la aplicación de radiaciones y/o tratamientos químicos 
(Purdom, 1983; Chourrout, 1984). 
En vertebrados, la reproducción ginogenética espontánea se produce en ciertas 
especies de reptiles, anfibios y peces teleósteos. La androgénesis espontánea, sin 
embargo, nunca ha sido observada. Los reptiles partenogenotas se reproducen por 
partenogénesis verdadera, es decir, sin fertilización (telitoquia). Todas las especies de 
anfibios y peces teleósteos partenogenotas, en cambio, requieren el estímulo de un 
espermatozoide para iniciar la embriogénesis. Los ejemplos bien estudiados de 
especies de peces ginogenotas naturales incluyen Poecilia Formosa (Schartl et al., 
1995), y Carassius auratus gibelio (Cherfas, 1981; Yamashita et al., 1993). Estas 
especies producen ovocitos diploides (a veces triploides) que se activan por cualquier 
esperma homólogo o esperma de una especie estrechamente relacionada. El 
mecanismo por el cual los ovocitos se diploidizan varía, aunque la forma más común 
consiste en la duplicación del genoma, seguida de la división de células normales en la 
que las cromátidas hermanas se aparean preferentemente. No hay recombinación y se 
evita la segregación.  
Desafortunadamente, en muchos vertebrados utilizados como sistemas modelo 
en genética la descendencia uniparental no puede ser producida. En los ratones, por 
ejemplo, (McGrath y Solter, 1984b) y tal vez en todos los mamíferos (Haig y Trivers, 
1995), la impronta de origen paterno-específico (la expresión exclusiva de alelos 
paternos de algunos genes y alelos maternos de los demás, en tejidos específicos) 
impide la producción de individuos viables uniparentales. Sin embargo, en el pez cebra 
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la impronta de los genes esenciales para el desarrollo no impide la producción de 
androgenotas (animales cuyo genoma proviene sólo del progenitor masculino) (Corley-
Smith et al., 1996) o ginogenotas (animales cuyo genoma es solamente de origen 
materno) (Streisinger et al., 1981), siempre y cuando se diploidicen.  
El tipo de radiación que se usa actualmente para producir tanto embriones 
haploides ginogenotas como androgenotas es la luz ultravioleta (UV) (Jenneckens et 
al., 1999). La acción de este agente ocasiona la desnaturalización del ADN mediante la 
formación de puentes de timina (dímeros de timina). Este tipo de radiación es de fácil 
manejo y su uso  representa un riesgo ínfimo en comparación con las radiaciones 
ionizantes (rayos gamma y X). 
Para producir embriones haploides ginogenotas viables, se inactivan los 
espermatozoides por irradiación con luz UV y con ellos se fertilizan los huevos. El 
esperma irradiado con luz UV no es capaz de contribuir con su material genético al 
desarrollo del embrión, pero si de desencadenar la activación oocitaria y el desarrollo 
embrionario. Para obtener embriones haploides androgenotas viables, lo que debe 
irradiarse son los huevos previo a su fecundación, para inactivar el genoma materno 
(Ihssen et al., 1990). En anfibios, los haploides androgenotas también pueden 
producirse usando radiación láser, enucleación manual (Ellinger et al., 1990) o un 
tratamiento que afecta a los microtúbulos (presión hidrostática, D2O; Briedis y Elinson, 
1982), o bien radiación UV de onda corta (Gurdon, 1960; Gillespie y Armstrong, 1981).  
La radiación UV penetra débilmente en el núcleo de los espermatozoides y los 
ovocitos, por eso se requiere que el esperma se diluya en un medio que no active los 
espermatozoides pero que reduzca la concentración espermática, mientras los 
ovocitos se mantienen en un medio no activante, para ser irradiados (Purdom, 1983; 
Chourrout, 1984; Jenneckens et al., 1999).  
En el caso de la inactivación genética de los ovocitos, la radiación UV puede 
provocar la destrucción de otros componentes citoplasmáticos como el ADNm 
(Gillespie y Armstrong, 1980, 1981, en Lozano et al., 1987), y el ARNm (Thorgaard, 
1983).  
Como se ha mencionado antes, también pueden utilizarse para producir peces 
ginogenotas sustancias químicas que interactúan con el ADN del esperma. Los que han 
sido utilizados en investigaciones en moluscos, peces y anfibios con resultados 
16 
 
satisfactorios incluyen el azul de toluidina (Briggs, 1952; Uwa, 1965 en Thorgaard, 
1983), etilenurea (Jones et al., 1975 en Thoorgaard, 1983) y dimetil-sulfóxido (DMSO) 
(Tsoi, 1969, Mantelman, 1980 en Thorgaard, 1983). 
Dado que estos tratamientos no son efectivos al 100 %, es necesario testar el 
nivel de haploidía en los individuos generados. Para su identificación pueden ser 
empleados dos tipos de procedimientos, los directos y los indirectos, o bien la 
combinación de ambos.  
Dentro de los métodos directos se encuentra el empleo de semen heterológo 
(Sugama et al., 1990; Váradi et al., 1999, Gomelsky et al., 2000), patrones de 
coloración (Taniguchi et al., 1986; Masaoka et al., 1995), morfología (Colombo et al., 
1995; Linhart et al., 1995), proporción de sexos (Kakimoto et al., 1994; Fujioka et al., 
1998), número de nucleolos (Kucharczyk et al., 1999), citometría de flujo (Gomelsky et 
al., 2000), electroforesis de isoenzimas (Taniguchi et al., 1986; Sugama et al., 1990; 
Sumantadinata et al., 1991; Liu et al., 1996) y de ADN (Carter et al., 1991; Jenneckens 
et al., 1999; Galbusera et al., 2000). Y como método directo el recuento del número de 
cromosomas para evaluar el nivel de ploidia (Chourrout, 1984; Linhart et al., 1995; 
Colombo et al., 1995; Váradi et al., 1999). 
Los embriones de pez cebra haploides presentan ligeras anomalías 
morfológicas y su desarrollo se detiene aproximadamente cuatro días después de la 
fertilización (3 a 5 días). Los embriones presentan lo que se conoce como “síndrome 
haploide” que se caracteriza por una disminución del tamaño corporal de los 
embriones y de los melanocitos y por la presencia de “orejas” duplicadas (Figura 7). 
Los androgenotas haploides son indistinguibles en apariencia de los ginogenotas 
haploides, lo que sugiere que las anormalidades no son debidas al origen parental, 





Figura 7. Larvas haploides. (A) Larva de pez cebra que presenta el llamado “síndrome 
haploide”. Obsérvese el menor tamaño corporal y la presencia de orejas duplicadas 
(señaladas en la imagen con un círculo de color rojo). (B) Detalle de las orejas 
duplicadas. 
 
1.4. Imprinting gamético 
 
1.4.1. Origen y definición  
  
El imprinting gamético es un fenómeno que supone modificaciones específicas 
en la línea germinal que producen diferencias de expresión del material genético 
dependiendo de su procedencia, materna o paterna (Reik y Walter, 2001a).  
Este fenómeno está presente en varios fila y ha sido especialmente estudiado 
en mamíferos, particularmente en ratón. Debe señalarse que la impronta gamética 
guarda relación con el establecimiento o progresión de una larga, y aún creciente, lista 
de enfermedades humanas. El imprinting gamético está implicado en la patogenia de 
varios síndromes, entre los cuales cabe destacar el síndrome de Prader-Willi (Nicholls 
et al., 1989), el síndrome de Angelman (Knoll et al., 1989) y el síndrome de Beckwith-
Wiedeman (Henry et al., 1991). 
El imprinting defectivo o la pérdida del mismo, seguido por la expresión de loci 
imprintados, puede causar la formación de tumores en humanos. Así, se ha detectado 
la activación aberrante de genes imprintados se ha detectado en tejidos afectados de 
pacientes con cáncer (Ogawa et al., 1993; Rainier et al., 1993). Hasta ahora se han 
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identificado en humanos seis loci imprintados que están implicados en carcinogénesis 
(Falls et al., 1999; Jirtle, 1999). 
 
1.4.2. Estudios pioneros de imprinting 
 
En 1984, varios grupos de investigadores llevaron a cabo una serie de 
experimentos (McGrath y Solter, 1983; Barton et al., 1984; McGrath y Solter, 1984a; 
Surani et al., 1984), entre los que destacan los de McGrath y Solter (1983, 1984a), 
quienes, aplicando la técnica de trasplante de pronúcleos a embriones unicelulares de 
ratón, evidenciaron que el crecimiento y desarrollo normal de un embrión de 
mamífero requería la presencia indefectible del genoma de la madre y del padre al 
mismo tiempo. Observaron que cuando se eliminaba uno de los pronúcleos cigóticos, 
paterno o materno, y éste era reemplazado por otro del mismo origen que el 
pronúcleo no eliminado para restablecer el diploidismo de la especie, se obtenían, 
respectivamente, cigotos ginogénicos (dos pronúcleos maternos) o androgénicos (dos 
pronúcleos paternos) inviables. En ratón, los androgenotas tienen un pobre desarrollo 
de tejido embrionario pero un buen desarrollo de membranas extraembrionarias y 
trofoblasto (Barton et al., 1984), mientras que los ginogenotas tienen un desarrollo del 
embrión relativamente normal, mientras que los tejidos embrionarios no están bien 
desarrollados (Surani y Barton, 1983; Surani et al., 1984; Barton et al., 1985). El 
genoma paterno, por tanto, parece ser más importante para la proliferación de tejidos 
extraembrionarios y el genoma materno para el desarrollo embrionario 
postimplantación, al menos en ratón. Todo lo anterior, permitió establecer que los 
cigotos androgénicos y ginogénicos de los mamíferos no eran funcionalmente 
equivalentes (no contribuían por igual a la información de los embriones). 
Un año más tarde, Cattanach y Kirk (1985) obtuvieron crías de ratón con 
disomías uniparentales (condición por la que ambos cromosomas de un par derivan 
del mismo parental). En estos animales, independientemente del origen materno o 
paterno de la duplicación cromosómica, presentaban fenotipos anómalos y opuestos: 
por ejemplo, cuando ambos cromosomas provenían de la madre, las crías eran de 
tamaño más pequeño, y cuando procedían del padre, más grandes. También 
observaron que la duplicación de algunos dominios cromosómicos es a menudo letal 
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para los embriones. En este caso, a diferencia de lo observado por McGrath y Solter, 
los efectos no podían atribuirse a ningún componente extracromosómico 
(manipulación mecánica, factores citoplásmicos), sino que podía deberse a que los 
genes esenciales de estas regiones estaban imprintados 
Los experimentos anteriores, más otros complementarios, como los que 
evidenciaban la inactivación preferencial del cromosoma X paterno en las membranas 
extraembrionarias de los mamíferos placentados y en los marsupiales (Johnson, 1974; 
Takagi y Sasaki, 1975), aportaron pruebas irrefutables de que algunos genes se 
expresaban de forma diferente en los cromosomas paternos y maternos de los 
mamíferos. Para explicar sus resultados, McGrath y Solter (1984a) aventuraron la 
hipótesis de que el genoma materno o paterno es acondicionado o modificado durante 
la gametogénesis y que ese «acondicionamiento» es totalmente reversible. Hoy día, el 
«acondicionamiento» de McGrath y Solter se conoce con el nombre de imprinting 
gamético. 
 
1.4.3. Establecimiento del imprinting gamético en mamíferos (ratón) 
 
Cuando el ovocito en mamíferos es fecundado por el esperma, éste recibe el 
material genético paterno. Los alelos paternos, similares a los alelos maternos, son 
objeto de modificaciones epigenéticas durante la gametogénesis que causan que un 
subconjunto de genes sean expresados sólo en uno u otro de los dos cromosomas 
parentales en el embrión. Este mecanismo regulatorio es denominado impronta 
gamética (McGrath y Solter, 1984a; Barton et al., 1984).  
La manipulación de embriones de ratón in vitro para producir embriones 
diploides con el genoma materno o paterno únicamente, proporciona, como ya se ha 
señalado la más clara evidencia del fenómeno del imprinting gamético. Inicialmente, la 
producción de embriones partenogenotas, en un número de especies de vertebrados, 
indica que podría darse un desarrollo normal solo con el genoma materno. Sin 
embargo, la demostración de que los partenogenotas mamíferos no son viables 
sugiere que esto no es cierto para todas las especies (Kaufman et al., 1977). Las 
hipótesis que se postulaban para un fallo en el desarrollo completo son: la 
homocigosidad de alelos letales recesivos, la ausencia de contribución extragenética 
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por parte del esperma fertilizador o la no equivalencia de los genomas parentales 
(Graham, 1974). 
Para distinguir cual de estas alternativas era cierta se usó el trasplante nuclear 
para la creación de embriones con diferentes contribuciones parentales (ginogenotas y 
androgenotas). Ni los partenogenotas ni los embriones diploides biparentales 
ginogenéticos y androgenéticos se desarrollaron completamente (McGrath y Solter 
1984c, Surani et al., 1984). Tanto los embriones androgenéticos como los 
ginogenéticos pueden desarrollarse hasta la etapa de blastocisto, pero mueren poco 
después de la implantación. El hecho de que estos embriones se obtuvieran de ratones 
consanguíneos descarta la posibilidad de que la mortalidad se debiera a la 
homocigosidad de mutaciones recesivas. La demostración de que los embriones 
ginogenéticos se desarrollaron hasta el mismo estado que los partenogenotas sugirió 
que la contribución citoplásmica del esperma no era el origen del error en el desarrollo 
(Surani y Barton, 1983). Los experimentos de trasplante nuclear con pronúcleos 
derivados de ratones T
hp
 (una mutación con efecto materno en el cromosoma 17 
(Johnson, 1974)) también confirmó que el efecto fenotípico tenía origen nuclear y no 
citoplasmático.  
El mecanismo molecular de la impronta se asocia a una de las modificaciones 
epigenéticas más estudiadas del genoma, la metilación del ADN, que ocurre 
predominantemente en los dinucléotidos simétricos CpG (Reik et al., 2001b). Se 
desconocen todavía en detalle los mecanismos reguladores y se ignora si la metilación 
es primaria o secundaria. Lo que si se sabe es que la metilación del ADN está asociada 
a una estructura cromatínica más compactada que inhibe la transcripción génica. La 
prueba definitiva para confirmar que un gen está sometido a impronta es la 
demostración de que su expresión es monoalélica en al menos algún tejido. 
El fenómeno de la impronta gamética tiene un ciclo vital característico: ocurre 
en la línea germinal, durante la gametogénesis, y se modifica en fases embrionarias 
precoces (Reik et al., 2001b).  
La teoría más aceptada para explicar la aparición de la impronta en la evolución 
es la de la lucha o conflicto de sexos (Teoría de Haig) (Moore y Haig, 1991). La 
impronta es fundamental en mamíferos habiendo evolucionado en los últimos 125 
millones de años, así como en algunas plantas, pero no parece existir en otros muchos 
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animales. La teoría actualmente establecida propone que la impronta se habría 
desarrollado como un mecanismo para solventar una lucha de poderes a nivel de 
expresión entre los genes paternos (promotores del crecimiento) y los genes maternos 
(represores de crecimiento) (Haig, 1993). Sin embargo, el conflicto genético sobre la 
cantidad de recursos maternos que obtiene la descendencia es perfectamente 
compatible con que los dos genomas cooperen para producir una descendencia viable, 
ya que ambos conjuntos de genes tienen un interés común y es que las crías 
sobrevivan (Moore y Haig, 1991). 
 
1.4.4. Estudios de imprinting en pez cebra 
 
El hecho de que los peces ginogenéticos sean viables se ha tomado como 
evidencia de la ausencia de la impronta diferencial parental: la metilación epigenética 
masculina  y femenina de ciertos genes durante la gametogénesis (Corley-Smith et al., 
1996).   
Sin embargo, Martin y McGowan (1995) en su estudio con peces cebra, 
demostraron la existencia de la impronta gamética al igual que en mamíferos. En este 
estudio, se observó que la metilación de un locus en la línea germinal femenina se ve 
disminuida, mientras que en la línea germinal masculina se ve aumentada, equivalente 
a lo que ocurre en el imprinting de mamíferos. La similitud de este proceso entre 
mamíferos y pez cebra apoya la conservación del imprinting a lo largo de la evolución. 
Así, la existencia del mecanismo en pez cebra puede ser útil para llegar a comprender 
el papel de la impronta en los mamíferos. 
 
1.5. Transplante nuclear en pez cebra 
 
El transplante nuclear (TN) es el método experimental más poderoso 
actualmente para el estudio de las interacciones entre núcleo y citoplasma en el 
proceso de desarrollo, la diferenciación y la herencia. El TN es una técnica eficaz que 
permite investigar cuales son los cambios funcionales que tienen lugar en el genoma 
durante la diferenciación. Su aplicación ha sido altamente extendida para generar 
animales modificados genéticamente, e incluso, para clonarlos. 
22 
 
La idea de usar el TN se planteó ya en 1886 por Rauber (Rauber, 1886), que 
describe un experimento en el que se intercambió el núcleo de una célula de sapo por 
el núcleo de un huevo de rana y viceversa. En 1952, Briggs y King (Briggs y King, 1952) 
realizaron con éxito el trasplante de núcleos de blástula en huevos enucleados de la 
rana (Rana pipiens), ya que obtuvieron larvas nadadoras. En 1958 (Gurdon et al., 
1958), obtuvieron el primer adulto vertebrado por TN (clonación) usando Xenopus 
laevis. Posteriormente, se obtuvieron adultos fértiles mediante el trasplante de 
núcleos de células del epitelio intestinal de renacuajo a huevos enucleados, lo que 
genera clones de animales adultos a partir de núcleos de células somáticas. En 1997, se 
clonó la oveja Dolly mediante el TN de una célula derivada de la glándula mamaria de 
otra oveja (Wilmut et al., 1997).  
Otro de los factores importantes, que explica las bajas eficiencias del TN, es la 
desincronización del ciclo celular entre el núcleo de la célula donante del núcleo y el 
citoplasma del oocito receptor. La sincronización del ciclo celular puede el ratio de 
formación del blastocisto. Se ha conseguido elevados porcentajes de desarrollo de 
embriones clonados cuando los núcleos de las células donantes se encuentran en las 
primeras fases del ciclo celular (G0 o G1). Se pueden lograr una alta efectividad en el 
TN si se evita que las células estén en fase S. Para evitar un pobre desarrollo de los 
embriones es necesario mantener un nivel correcto de polidía en ellos.  
Las células utilizadas frecuentemente como donantes de núcleos en TN en 
peces teleósteos suelen ser blastómeros (Wakamatsu et al., 2001; Hu et al., 2002). 
Además de estas células embrionarias, también se ha utilizado células somáticas 
procedentes de cultivos de larvas (Lee et al., 2002) o adultas (Ju et al., 2003; 
Kaftanovskaya et al., 2007). El trasplante se ha realizado utilizando también células 
procedentes de cultivos primarios (Lee et al, 2002), así como de subcultivos (Lee et al., 
2002). Este es un aspecto importante teniendo en cuenta que las anomalías 
cromosómicas aparecen a menudo en cultivos prolongados (Kaftanovska et al., 2007). 
La técnica de TN en peces fue establecida por investigadores chinos en los años 
sesenta (Tung et al., 1963), con la producción exitosa de peces mediante trasplante 
nuclear de células de blástula media (MBT) en ovocitos enucleados de Carassius 
auratus y Rhodeus sinensis. Los embriones así obtenidos, se desarrollaron en ciertos 
casos incluso en peces adultos, dando lugar a descendencia viable (Tung et al., 1973; 
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Yan et al., 1984; Yan et al., 1985; Chen et al., 1986; Qi et al., 1997). Los resultados de 
estos experimentos confirmaron que los núcleos procedentes de células totalmente 
diferenciadas, obtenidas de peces adultos, pueden desdiferenciarse hasta un nivel en 
el que recuperan la totipotencia (Chen et al., 1986). 
La investigación del TN nuclear en pez cebra comenzó a finales de los años 
noventa, cuando Lee et al. (2002) obtuvieron los primeros embriones de pez cebra 
generados por TN usando fibroblastos embrionarios de cultivos prolongados. La 
tecnología del TN en pez cebra fue puesta a punto por Hu et al. en 2002. 
Recientemente, Luo et al. (2011) han publicado un artículo en el que se describen las 
fases críticas para conseguir una transferencia nuclear de células somáticas efectiva en 
pez cebra. Según estos autores, los estadíos de cúpula y de escudo serían las etapas 
críticas en las que el desarrollo de los embriones obtenidos por TN se bloquea con 
mayor frecuencia, y que podrían explicar las bajas eficiencias de esta técnica. Además 
estos autores en 2009 (Luo et al., 2009) descubrieron que la expresión de los genes 
mycb y klf4 estaba alterada en células de hígado procedentes de embriones obtenidos 
por TN. Esto es similar a la reprogramación de células diferenciadas a un estado 
pluripotente in vitro (Takahashi y Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Las células 
diferenciadas pueden ser reprogramadas a un estado embrionario, mediante TN a 
ovocitos o por fusión con células madre embrionarias (ES). Takahashi y Yamanaka 
(2006) demostraron la inducción de células madre pluripotentes a partir de 
fibroblastos de ratón de embriones o de adultos con la introducción de cuatro 
factores: Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4. Es por esto por lo que estos autores creen que el 
balance entre la expresión de estos dos genes (mycb y klf4) podría ser importante en 
los procesos de reprogramación de embriones de pez cebra obtenidos por TN (Luo et 
al., 2011). 
Uno de los principales obstáculos de los experimentos de transferencia nuclear 
de células somáticas (TNCS) en pez cebra es la escasez de conocimientos acerca de la 
reprogramación nuclear somática en los huevos reconstituidos. La eficiencia de la 
TNCS puede variar considerablemente en función de la fuente y los tipos de células 
somáticas donantes, ya que pueden tener diferentes capacidades para ser 
reprogramados por el ooplasma. Por tanto, sería interesante identificar los factores 
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que regulan el potencial de las células somáticas donantes que favorecen su 
reprogramación.  
Hongtuo y Chingjiang (2001) para estudiar el TN en peces,  fusionaron células 
de blástula y gástrula con oocitos inactivados por luz UV mediante electrofusión. 
Obtuvieron un bajo porcentaje de efectividad, en gran medida debido a que los 
ovocitos son mucho más grandes que la célula donante del núcleo.  
En el TN en pez cebra la localización del punto de eyección del núcleo (el polo 
animal) requiere la activación previa del ovocito porque el micropilo no es fácil de 
detectar (Poleo et al. 2001). Recientemente, en nuestro laboratorio han publicado un 
artículo en el que se describe la capacidad de realizar TN usando ovocitos no activados 
sin la necesidad de decoriornarlos o localizar el micropilo (Pérez-Camps et al., 2010). 
Los factores implicados en el éxito del TN son muy complejos. En mamíferos y 
peces, se ha observado que la mayoría de los embriones clonados no completan su 
desarrollo, y algunos de los animales clonados que sobreviven presentan 
anormalidades. La causa principal puede ser la reprogramación epigenética defectuosa 
o incompleta del núcleo donante, que afecta a la expresión de los genes necesarios 
para las fases de desarrollo de los embriones clonados. Esto es debido a los distintos 
tipos de células donantes del núcleo utilizadas en TN presentan diferentes capacidades 
para ser reprogramadas por el ooplasma. Por tanto, sería interesante identificar los 
factores que regulan el potencial de las células donantes para ser reprogramadas, por 















Como parte del estudio del fenómeno de imprinting y reprogramación en pez 
cebra basado en células haploides y transplante nuclear, se pretenden alcanzar los 
siguientes objetivos: 
 
1. Evaluar las eficacias de las diferentes etapas del proceso de obtención de células 
haploides (donantes en TN) en función de la estirpe (wild vs. gold) y del tipo  
(androgenota vs. ginogenota) así como de la técnica de cultivo (estándar vs. larva 
entera): 
 Tasa de fecundación.  
 Tasas de desarrollo hasta etapas clave. 
 Tasa de contaminación. 
 Tasa de fijación al sustrato de los cultivos. 
 Tasa de colonización del sustrato. 
2. Evaluar la capacidad de supervivencia de las larvas más allá de las 24 horas y de su 












III. MATERIAL Y MÉTODOS 
   
3.1. Cuidado y mantenimiento de las colonias de peces cebra 
 
Se usaron estirpes wild (silvestre) y gold (albina) de peces cebra, Danio rerio. 
Estas dos poblaciones se mantuvieron separadas en las proporciones adecuadas (3:2 
hembras/macho), bajo condiciones estándar (Westerfield, 2007). La alimentación fue a 
base de granulado comercial para peces tropicales y suplementada con yema de huevo 
descongelada y carne de camarón, como alternativa al alimento vivo (daphnia o 
nauplios de artemia), los cuales son habitualmente recomendados para la producción 
de huevos (Westerfield 2003, Simão et al., 2007).  La distribución del alimento fue 
automática y los acuarios utilizados fueron de 25 litros, con filtrado del agua. El ciclo 
celular estaba regulado por 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad. 
 
 
Figura 8. Mantenimiento de las colonias de peces cebra adultos. 
 
3.2. Obtención de gametos no activados 
 
En el momento en el que se producía el amanecer artificial, se seleccionaron 
aquellos acuarios donde los peces mostraban comportamiento reproductivo. 




3.2.1. Obtención de ovocitos 
 
Solo se extrajeron oocitos de aquellas hembras que manifestaban claramente 
comportamiento reproductivo y se evaluó posteriormente la calidad (coloración, 
forma, tamaño, opacidad, etc.) de los óvulos obtenidos (Nüsslein-Volhard y Dahm, 
2002). Para ello, las hembras se anestesiaban en una solución de aceite de clavo (100 
µL en 1L de agua declorada y descalcificada: agua de sistema; Westerfiled, 2007) y los 
oocitos se obtuvieron por extrusión de la cavidad ovárica. Debía tenerse especial 
cuidado que los huevos no entraran en contacto con agua dulce, puesto que se 
activarían de forma inmediata. A continuación, los huevos se depositaban en Hank’s 
(Hanks´ buffered salt solution; Sigma-Aldrich H8264) con 1.5% (v/v) de seroalbúmina 
bovina (BSA) y 0,1 g de NaCl/100 cc de medio Hank’s (medio para ovocitos; pH 7,4; 



























                                  
 
Figura 9. Obtención de ovocitos. 
Evaluación del comportamiento 
reproductivo de las hembras. 
Selección de hembras con 
comportamiento reproductivo. 
Anestesia en aceite de 
clavo. 
Obtención de ovocitos por 
extrusión de la cavidad 
ovárica. 
Colocación de los 
ovocitos en Hank’s y 




3.2.2. Obtención de semen 
 
Los machos que manifestaban comportamiento reproductivo se anestesiaban 
según se ha descrito anteriormente.  Luego, se presionaba suavemente la cavidad 
abdominal mientas se recogía el semen del poro genital en microcapilares (1 x 90 mm, 
Narishige Scientific Instrument Lab.) individuales de vidrio. Se disolvió el semen de 2-3 
machos diferentes (0,5-2 µl/macho) en  100 µl de medio para ovocitos, que permite 



















                                
 
Figura 10. Obtención de 
semen. 
Evaluación del comportamiento 
reproductivo de los machos. 
Selección de machos con 
comportamiento reproductivo. 
Anestesia en aceite de 
clavo. 
Recogida del semen en 
microcapilares por presión 
de la cavidad abdominal. 
Mantenimiento 
del semen en 
hielo hasta su uso. 
Dilución del semen de 





Campana de flujo laminar. Agitador. 
3.3. Radiación de gametos 
 
3.3.1. Radiación de semen (Obtención de ginogenotas) 
 
Se radiaron muestras de semen diluidas en 100 µl de solución balanceada de 
Hanks’s (Cardona-Costa et al., 2009) usando una lámpara germicida UV (General 
Electric, 30W). La radiación se llevó a cabo a 62 cm del foco, aplicando una dosis de 
radiación de 0,529 mW/cm
2
, medida con un USB 400 (Espectrómetro de fibra óptica 
en miniatura; Ocean Optics Inc. First In Photonics, USA). Se utilizó un vórtex (MS1; IKA-
Works Inc., Wilmigton, CA, USA) a 200 rpm con el objeto de homogeneizar el área de 
radiación durante la exposición a la luz UV (Francisco-Simão et al., 2010) (Figura 9). El 
tiempo de radiación fue de 1 minuto. 
 
3.3.2. Radiación de ovovitos (Obtención de androgenotas) 
 
Los ovocitos recolectados fueron radiados con luz UV siguiendo el mismo 















 Lámpara de luz UV. 
Figura 11. Equipos necesarios para 





3.3. Fecundación in vitro 
 
En el pez cebra, los ovocitos pierden rápidamente su capacidad postovulatoria 
de ser fertilizados (90 minutos). Además, el tiempo entre la activación completa de los 
ovocitos y la fecundación in vitro es extremadamente corto (segundos) en pez cebra 
(Nüsslein-Volhard y Dahm, 2002). Antes de cada ensayo de fecundación, se evaluó la 
motilidad del esperma por revisión visual a 200x aumentos después de añadir agua de 
sistema. Solo se usaron las muestras que mostraban una óptima motilidad (80-100 %).  
La fecundación in vitro de ovocitos no radiados con esperma radiado y 
viceversa se llevó a cabo siguiendo el método descrito por Westerfield (2007). Los 
ovocitos no activados se mezclaron con el semen en placas Petri de 35 mm y ambos 
gametos se activaron por adicción de 1 ml de agua de sistema. Tras 2-3 minutos, la 
placa se rellenó con agua de sistema para permitir un buen desarrollo de los 
embriones. El cultivo se llevó a cabo a 28,5 ºC.  
Transcurridas 24 horas, las larvas que presentaban el llamado “síndrome 
haploide” fueron seleccionadas para cultivo in vitro o para el análisis del grado de 
supervivencia, en función del número obtenido (para el primer caso son necesarias un 
gran número, al menos unas 15). 
   
3.4. Cultivo de larvas haploides 
 
Transcurridas 24 horas, si el número de larvas haploides era mayor de 20 estas 
se seleccionaron para el cultivo in vitro. Estas larvas haploides fueron decorionadas 
mecánicamente, desinfectadas con 0,2 % v/v lejía/agua de sistema y lavadas en 
solución salina tamponante Hank’s. Las larvas ginogenotas y androgenotas fueron 
cultivadas por separado en medio Leibovitz suplementado con 20 % de BFS y 0,036 
g/100 ml de glutamina (L15-FBS) en placas Petri de 9 cm a 28,5 ºC (Westerfield, 2007). 
Se utilizaron dos métodos de cultivo: cultivo estándar y cultivo de larvas enteras 
(Figura 10). En el primer método de cultivo las larvas además de ser decorionadas, 
también se les elimina el vitelo y son disgregadas en la placa de cultivo para su fijación. 
En el segundo caso, las larvas son decorionadas únicamente y se colocan en la placa de 




Decorionado mecánico de las larvas. 
 
 
Eliminación del vitelo. 
 
 
Desinfección con 0,2 % v/v lejía/agua 
durante 2 minutos. 
 
 








Colocación de las larvas en gotas 
individuales de medio L15-FBS. 
 
 
Disgregación de las larvas para 
favorecer su fijación. 
 
 
Adicción de L15-FBS. 
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3.5. Diseño experimental 
 
El presente trabajo persigue varios objetivos cuya consecución ha exigido la 
ejecución de diferentes experimentos: 
 
 Experimento 1. Fertilización in vitro de gametos (espermatozoides u ovocitos) 
tras ser radiados con luz UV. 
 
Este experimento nos permite evaluar si la capacidad de fertilización de los 
gametos tras ser radiados se mantiene y si esta capacidad es independiente de 
la cepa de pez cebra utilizada (gold y wild). Para ello se comparó el porcentaje 
de embriones que sobreviven a 3 horas posfertilización (estadio MBT; Figura 
13). Se diferenciaron cuatro grupos experimentales en función de la cepa 
utilizada y el tipo de gameto radiado: gold ginogenotas, wild ginogenotas, gold 
androgenotas y wild androgenotas. 
 
 
Figura 13. Embrión en estadio MBT. 
 
En este experimento también se evaluó la influencia de la radiación UV en la 
capacidad de los gametos para llevar a cabo la fertilización y su eficacia en la 
producción de larvas haploides. Para ello, se valoró el porcentaje de embriones 
que dieron lugar a larvas y el porcentaje de larvas que presentaban el llamado 






 Experimento 2. Aislamiento de las larvas haploides ginogenotas y androgenotas 
y evaluación de la supervivencia.  
 
Se observó el estado del corion y el latido del corazón de las larvas haploides 
cada 24 horas, hasta la muerte de las mismas. Al igual que en el experimento 1, 
se diferenciaron cuatro grupos experimentales en función de la cepa utilizada y 
el tipo de gameto radiado: gold ginogenotas, wild ginogenotas, gold 
androgenotas y wild androgenotas. 
 
 
 Experimento 3. Optimización de los métodos de cultivo de larvas y su 
mantenimiento a largo plazo. 
 
Se valoró la capacidad de crecimiento y proliferación en cultivo de las células 
procedentes de larvas haploides, así como el potencial que presentan para los 
cultivos prolongados. Para ello, se establecieron 6 grupos experimentales en 
función de la estirpe, de la dotación cromosómica y del tipo de cultivo llevado a 
cabo: wild (control DP cultivo estándar; HP cultivo estándar; HP cultivo larvas 
enteras), gold (control DP cultivo estándar; HP cultivo estándar; HP cultivo 
larvas enteras).  
 
3.6. Análisis estadístico 
 
Los resultados de los experimentos en los que se compararon porcentajes 
fueron analizados estadísticamente mediante un test Chi-cuadrado. Cuando el análisis 






IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
En relación con la capacidad de fertilización in vitro de los gametos tras ser 
radiados con luz UV, los resultados del experimento 1 se muestran en la tabla 1. 
 
Tabla 1.  Tasas de fecundación, de desarrollo de embriones a larvas. Porcentaje de 
larvas haploides (24 horas) obtenidas respecto al total de embriones MBT (Transición 
a media blástula) y respecto al total de larvas desarrolladas en los diferentes grupos 


















































































Entre columnas, datos con diferente superíndice son estadísticamente diferentes (p < 0,05). 
 
El tipo de gameto radiado y la estirpe no afectan a la tasa de fecundación, 
evaluada en estadio MBT, ya que aunque uno de los grupos difiere significativamente 
del resto, las tasas son muy similares (entorno al 40-50 %). Esto indicaría que la 
radiación UV no afecta de manera diferencial la capacidad fecundante de los ovocitos 
o de los espermatozoides. Además, dado que la valoración de la fecundación se realiza 
en estadio MBT (3 horas tras la fertilización) este resultado también indicaría la 
ausencia de efectos diferenciados de los factores estirpe y gameto radiado sobre la 




En cuanto a las tasas de desarrollo hasta larva de 24 horas, se observó una 
mayor tasa de desarrollo de embriones a larvas en androgenotas que en ginogenotas, 
independientemente de la estirpe, que indicaría de un lado que la radiación UV del 
oocito solo afecta a la cromatina nuclear pero no a la organización ooplasmática dadas 
las elevadas tasas de desarrollo que presentan los androgenotas y, de otro, que el 
material genético paterno es más importante en las primeras etapas del desarrollo 
embrionario que el genoma materno o bien que la activación mediante el 
espermatozoide radiado previamente no es totalmente eficiente. Debe tenerse en 
cuenta que las primeras etapas del desarrollo embrionario, hasta la transición MZT, es 
gobernada por el ARNm del ovocito y hemos visto que hasta MBT no se detectan 
diferencias relevantes. Sin embargo, quizás la información aportada por el 
espermatozoide si sea crítica en estadios postgastrulación. Ungar et al. (1998) en sus 
experimentos de producción de androgenotas haploides en pez cebra observaron que 
el 30 % de los embriones moría dentro de las primeras 24 horas. En nuestro caso, el 
porcentaje de muerte para los androgenotas haploides es algo menor, entre el 24-25 % 
(supervivencia entorno al 75-76 %).  
Por su parte, Corley-Smith et al. (1996) también produjeron androgenotas 
haploides en pez cebra con rayos X y observaron que el 10,20 % (5/49) de larvas eran 
haploides. En nuestro caso, el porcentaje de larvas haploides obtenido es más alto en 
la estirpe wild (12,33 %) que en la gold (7,69 %), siendo estos valores muy similares a 
los obtenidos por Corley-Smith et al. (1996) con radiación por rayos X. 
En cuanto al porcentaje de larvas HP (haploides) obtenidas, ya sea respecto al 
total de embriones MBT como al total de larvas desarrolladas, se observa una clara 
diferencia entre androgenotas y ginogenotas, a favor de estas últimas, 
independientemente de la especie. Esto puede deberse a que la inactivación del 
material genético materno sea más difícil que la inactivación del genoma paterno 
mediante la radiación UV. De hecho la dosis establecida en nuestro laboratorio (Simão 
et al., 2010; Simão et al., 2011) es diferente (y más elevada) para ovocito que para 
espermatozoide. Debe tenerse en cuenta que la radiación de ovocitos, en función de la 
dosis aplicada, puede provocar la destrucción de otros componentes citoplasmáticos 
como el ADNm (Gillespie y Armstrong, 1980, 1981, en Lozano et al., 1987), y el ARNm 




En relación al experimento 2 y la evaluación de la capacidad para liberarse del 
corion por las larvas haploides, los resultados se muestran en la tabla 2. 
 
Tabla 2. Capacidad de rotura del corion de las larvas de los cuatro grupos 





Androgenotas Ginogenotas Androgenotas Ginogenotas 
Larvas totales 21
 















Entre columnas, datos con diferente superíndice son estadísticamente diferentes (p < 0,05). 
 
A la vista de la tabla y aunque existan diferencias significativas, no cabe 
proponer hipótesis alguna dada su incongruencia, lo único que cabe señalar es que, en 
conjunto, el 73,58 % de las larvas (78/106) no presentaban daños en su maquinaria 
enzimática que les impidiera la rotura del corion. Dong et al. (2007) realizaron estudios 
de radiación de embriones de pez cebra con luz UV y observaron que esta radiación 
disminuía la capacidad de eclosión de las larvas debido a los daños en la maquinaría 




En relación al experimento 2 y la evaluación de la supervivencia de las larvas haploides, los resultados se muestran en la tabla 3. 
 
Tabla 3. Supervivencia de las larvas de los cuatro grupos experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold androgenotas y gold 






















































































































































































     
 
Para ver mejor la evolución de la supervivencia de las larvas haploides de los cuatro grupos experimentales, se han representado los 






Gráfica 1. Evolución de la supervivencia de las larvas de los cuatro grupos experimentales a lo largo del tiempo. 
 
La supervivencia de las larvas haploides, ya sean androgenotas o ginogenotas, supera en este trabajo a las obtenidas por otros autores 
han que obtienen habitualmente supervivencias larvarias de hasta cinco días (Ungar et al, 1998; Nüsslein-Volhard y Dahm, 2002). En nuestro 
caso, las larvas de la estirpe wild sobreviven más que las de la estirpe gold, lo que puede deberse a que la estirpe wild es la que está presente 
en la naturaleza, por lo que presenta menos mutaciones que influyan en el desarrollo larvario que en la gold. De esta gráfica también cabe 
concluir que las larvas haploides no son capaces de alcanzar el estadio adulto, hecho que ya habían observado varios autores (Mair et al., 1986; 




Tabla 4. Porcentaje de larvas que sobreviven a los 5 y 10 días post-fertilización en los 
diferentes grupos experimentales (wild androgenotas, wild ginogenotas, gold 




Androgenotas Ginogenotas Androgenotas Ginogenotas 
Larvas que 




































Entre columnas, datos con diferente superíndice son estadísticamente diferentes (p < 0,05). 
 
Ungar et al. (1998) obtuvieron embriones de pez cebra haploides 
androgenotas, los cuales detuvieron su desarrollo aproximadamente cuatro días 
después de la fertilización (3 a 5 días). En nuestro caso, hemos visto que los embriones 
son capaces de sobrevivir más allá de 5 días, incluso 10, aunque no son capaces de 
completar su desarrollo hasta el estadio adulto. Se obtuvieron porcentajes de 
supervivencia más elevados tanto a 5 como a 10 días postfertilización en la estirpe wild 
que en la gold. Este hecho es de gran relevancia a la hora de utilizar los cultivos 
celulares derivados de tales larvas en experimentos de transplante nuclear de células 
somáticas, ya que con ello se podrá evaluar mejor la capacidad del ovocito para 
reprogramar el núcleo de células somáticas haploides procedentes de larvas que han 
sobrevivido un máximo de 11-16 días, y por tanto casi totalmente diferenciados, 
pudiendo depender además de su condición androgenota o ginogenota. 
Efectivamente, el ovocito receptor (no enucleado) es capaz de reprogramar la célula 
somática haploide, se obtendrán larvas que habrán recuperado su condición diploide y 








Tabla 5. Tasas de fijación y proliferación de los cultivos de larvas en función del grupo 
experimental: wild (control DP cultivo estándar; HP cultivo estándar; HP cultivo 
larvas enteras) y gold (control DP cultivo estándar; HP cultivo estándar; HP cultivo 
larvas enteras). Ambas tasas están calculadas respecto al número de placas de 
cultivo, no respecto al número de larvas puestas en cada placa de cultivo. 
 Tasa de fijación Tasa de colonización 
DP estándar 2/2 (100 %) 2/2 (100 %) 
HP estándar 8/8 (100 %) 5/8 (62,5 %) Wild 
HP enteras 2/2 (100%) 1/2 (50 %) 
DP estándar 3/3 (100 %) 3/3 (100 %) 
HP estándar 2/5 (40 %) 2/5 (40 %) Gold 
HP enteras 3/3 (100 %) 2/3 (66,67 %) 
 
Por lo que se refiere a la tasa de fijación al sustrato de las larvas puestas en 
cultivos, es de resaltar que en todos los grupos experimentales se obtiene un alto 
porcentaje de fijación, exceptuando el grupo gold HP estándar. Debe resaltarse que 
esta etapa experimental se vio profundamente afectada por las elevadas tasas de 
contaminación ambiental por hongos (también presente en similares formas en 
laboratorios de Singapore M. Pérez-Camps: comunicación personal). En nuestro caso 
se achaca tal grado de elevada contaminación a la elevada pluviometría en nuestro 
entorno y en este año. En cualquier caso, la reducción final en los efectivos impidió la 
realización de análisis estadísticos. En cuanto, a la tasa de colonización del sustrato 
(proliferación) los resultados son más variables, siendo el cultivo estándar de larvas HP 
en el que menor porcentaje de colonización se observa, tanto en la estirpe gold como 
en la wild. Una explicación plausible para ello sería que las células procedentes de 
larvas haploides pueden presentar requerimientos de cultivo diferentes a los diploides, 
debido posiblemente a la existencia de imprinting genómico (Tsalavouta et al., 2009; 









1. El tipo de gameto radiado (oocito o espermatozoide) y la estirpe (wild o gold) 
no afectan a la tasa de fecundación ni a la supervivencia hasta estadio MBT. 
2. El mayor porcentaje de larvas haploides se obtuvo cuando se radiaron los 
espermatozoides, lo que sugiere que la inactivación por radiación UV del 
material genético materno sea menos eficaz que la del genoma paterno. 
3. Pese a lo descrito por otros autores, se han observado supervivencias de las 
larvas haploides más allá de 5 días, incluso 10, aunque no sean capaces de 
completar su desarrollo hasta el estadio adulto. Este hecho es de gran 
relevancia cuando se pretenda evaluar la capacidad del ovocito de reprogramar 
el núcleo de células somáticas haploides procedentes de larvas de 24 horas y 
hasta 11-16 días, con sus células mucho más diferenciadas, dependiendo de la 
estirpe y el tipo de gameto radiado (androgenotas y ginogenotas).  
4. Uno de los principales problemas que se presenta en el establecimiento de 
cultivos celulares haploides, y que es muy difícil de controlar, es la aparición de 
múltiples contaminaciones, particularmente por hongos, lo que requerirá la 
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